Will the new molecular karyotyping BACs-on-BeadsTM technique replace the traditional cytogenetic prenatal diagnostics? Preliminary reports by Piotrowski, Krzysztof et al.
Nr 4/2012284
P R A C E  O R Y G I N A L N E
  p o ∏ o˝ni c two
     
Ginekol Pol. 2012, 83, 284-290 
Czy nowa technika kariotypowania 
molekularnego BACs-on-BeadsTM zastąpi 
klasyczną cytogenetyczną diagnostykę 
prenatalną? Wyniki wstępne 
 
Will the new molecular karyotyping BACs-on-BeadsTM technique replace 
the traditional cytogenetic prenatal diagnostics? Preliminary reports    
Piotrowski	Krzysztof,	Henkelman	Małgorzata,	Zajączek	Stanisław		
Samodzielna Pracownia Cytogenetyki Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, Polska
 Streszczenie   
Wstęp: W ostatnich latach podjęto próby wprowadzenia do diagnostyki prenatalnej technik  cytogenetyki 
molekularnej. Mogą one być stosowane  do diagnostyki  aneuploidii, jednak przede wszystkim,  powinny być 
wykorzystane do diagnozowania mikroaberracji, które nie ujawniają się  w rutynowym kariotypowaniu amniocytów 
z powodu jego niskiej rozdzielczości.
Cel pracy: Celem pracy była wstępna ocena nowej metody BACs-on-Beads (BoBs)  przeznaczonej do szybkiego 
wykrywania wybranych delecji i duplikacji w obrębie badanego DNA w  inwazyjnej diagnostyce prenatalnej. 
Materiał i metoda: Przeprowadzono diagnostykę prenatalną przy jednoczesnym użyciu techniki BoBs i techniki 
klasycznej w 54 ciążach. 
Wyniki: Metoda wykazała pełną zgodność z rutynowymi technikami w 98,2%.
Wykazano, że główną zaletą techniki BoBs jest możliwość bardzo szybkiego wykonania badania,  przy znacznie 
rozszerzonym profilu diagnostycznym.
Wnioski: W odróżnieniu od innych proponowanych prenatalnie technik kariotypowania  molekularnego, metoda 
BoBs charakteryzuje się niższym kosztem i poziomem komplikacji stosowanej aparatury. 
Przypuszczamy, że metoda ta zastąpi klasyczne metody cytogenetyczne w rutynowej diagnostyce prenatalnej.
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Wstęp
Od	 lat	 siedemdziesiątych	 ubiegłego	 wieku,	 standardem	
w	diagnostyce	prenatalnej	jest	klasyczna	ocena	kariotypu	z	ho-
dowli	 komórkowych	 (trofoblastu,	 amniocytów)	 pozwalająca	
wykryć	aneuploidie	oraz	duże	rearanżacje	strukturalne	chromo-
somów.
W	 ostatnich	 latach	 podjęto	 próby	 wprowadzenia	 do	 diag-
nostyki	 prenatalnej	 technik	 cytogenetyki	molekularnej	 (TCM),	
takich	 jak	FISH	 (Fluorescence in situ Hybridisation),	RT-PCR	
(Real Time Polimerase Chain Reaction),	MLPA	Multiplex Liga-
tion Dependent Probe Aplication)	 lub	–	najdokładniejszy	array 























ujawnić	 się	 w	 formie	 zmian	 niespecyficznych	 i	 dopiero	 w	 III	
trymestrze:	 IUGR,	małowodzie,	 rzadka	wada	stożka	 tętniczego	
serca	lub	zmiany	w	mózgu.	Podejrzewany	zespół	mikroaberracji	
można	 potwierdzić	 jedynie	 badaniem	 ukierunkowanym	 prana-






że	w	praktyce	metoda	 ta	wdrażana	 jest	bardzo	 rzadko	z	uwagi	
na	 ograniczoną	 dostępność	 aparatury,	 bardzo	 wysokie	 koszty	
























 Summary   
Recently several attempts  have been made to introduce  molecular karyotyping techniques into prenatal diagnosis. 
These methods can be used not only for the diagnosis of classical aneuploidies, but first of all they should be 
employed in the diagnostics of microaberrations, which are not revealed by low resolution methods of classical 
cytogenetics.
The new method  BACs-on-Beads is designed for quick detection of broad panel of aneuploidies and microdeletions, 
by the specified detection of  deletions and duplications in the examined fetal DNA acquired from amniocytes. Prenatal 
diagnostics was performed with the use of BACs-on-Beads and classical amniocyte karyotyping simultaneously in 
a group of 54 pregnancies. This new method proved to be fully compatible with typical karyotyping in cultures of 
amniocytes in 98,2%.
It was confirmed that the main advantage of this method is the possibility of quick diagnosis, within 48 hours, with 
much wider spectrum of detected anomalies when compared to classical methods. Contrary to other molecular 
karyotyping methods, the BACs-on-Beads technique is more economical, less time consuming and less complex 
equipment is needed than in case of other methods. We suppose that this technique can replace classical 
karyotyping methods in the near future.
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które	 są	 opłaszczone	 na	 polistyrenowych	 mikrokulkach	 (–on-
Beads).	Odpowiednie	zestawy	są	przygotowane	w	formie	paneli.	
Następnie	wzorcowy	i	badany	DNA	poddany	jest	hybrydyzacji	
















Jasno	 wyrażona	 korelacja	 genotyp-fenotyp	 oraz	 znana	 4.	
historia	naturalna	choroby.
Spośród	 włączonych	 do	 panelu	 mikrodelecji	 jedynie	 de-
tekcja	zespołu	Pradera-Willego	(PWS)	wynosi	70%	wszystkich	




danych	 metodą	 BoBs	 zmian	 (bez	 aberracji	 subtelomerowych	
i	okołocentromerowych)	u	płodów	wynosi	1:1700	niezależnie	od	
wieku	ciężarnej	[14].
Najtrudniejszym	 etapem	 badania	 jest	 izolacja	DNA	 z	 nie-
wielkiej	 dostępnej	 ilości	 amniocytów.	 Wystarczające	 dla	 uzy-
skania	wyniku	 jest	 posiadanie	 50ng	genomowego	DNA	płodu.	





















–		 podwyższone	 ryzyko	 (<1:250)	 w	 teście	 przesiewowym	
I	trymestru	niezależnie	od	wieku,













inkubowano	 z	 reporterowym	 koniugatem	 streptawidyny-fitoe-
rytryny,	wiążącym	się	z	biotynylowanym	DNA.	Po	ponownym	
oczyszczeniu	materiału	 przeprowadzano	 pomiar	 intensywności	
sygnału	 świadczącego	 o	 wystąpieniu	 lub	 braku	 hybrydyzacji	
w	kapilarze	aparatu	Luminex	(Luminex	Corporation)	za	pomo-













X Turner etc. 5
Y Klinefelter`s etc. 5
22q11.2 DiGeorge I 4*
10p14 DiGeorge II 4*
7q11.23 Williams-Beuren 5*
15q11.2 Prader-Willi Angelman 7*
17p11.2 Smith-Magenis 4*
4p16.3 Wolf-Hirschhorn 5*





46 aberracji subtelomerowych ramion p i q*,
46 aberracji okołocentromerowych ramion p i q*
*- Zespoły dotychczas nie identyfikowane w rutynowej diagnostyce 
prenatalnej.
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Uzyskane	 wyniki	 przyrównywano	 do	 wyników	 otrzyma-
nych	u	tych	samych	pacjentek	technikami	klasycznymi	–	każda	
pacjentka	uzyskała	łączny	wynik	z	konsultacją	genetyczna.	


































trisomii	 13	 i	 18	 wynosił	 50%	 domieszki	 DNA	 trisomicznego,	
dla	monosomi	X	wynosił	25%	domieszki,	dla	trisomii	21–25%,	
a	w	2	przypadkach	nawet	12,5%.
Rycina 1. Przykłady ostatecznych wyników uzyskanych metodą BACs-on-BEADsTM. a – Trisomia 21, b – Zespół Wolfa-Hirshchorna.
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Dyskusja
Nasze	 obserwacje	 wykazały,	 że	 główną	 zaletą	 techniki	
BoBs	jest	możliwość	bardzo	szybkiego	wykonania	badania,	przy	
znacznie	 rozszerzonym	profilu	 diagnostycznym	w	 stosunku	do	
techniki	klasycznej.










































12,5%,	 co	 jest	wynikiem	 zadowalającym,	 lepszym	 od	 uzyska-
nych	przez	Vialarda	F.	i	wsp.,	który	wykrywa	linie	trisomiczne	
21	przy	odsetku	przynajmniej	25%	[14,	18].	
Wykrywanie	 mozaikowej	 trisomii	 13	 i	 18	 jest,	 jak	 dotąd,	











Zespoły	mikrodelecyjne,	 nazywane	 zespołami	 przyległych	
genów,	 należą	 do	 grupy	 chorób	 genomowych	 i	 pojawiają	 się	
w	rozwoju	człowieka	1000	razy	częściej,	aniżeli	mutacje	punk-
towe.	Fenotyp	mikrodelecyjny	u	dzieci	obejmuje	niepełnospraw-









wykazują	 znaczne	 zróżnicowanie	 ekspresji	 fenotypowej,	mani-
festujące	się	odrębnymi	patologiami,	ale	z	reguły	towarzyszy	im	





natomiast	 postnatalne	 kryteria	 (kryteria	 de	Vriesa)	 obejmujące	
niepełnosprawność	 intelektualną,	 małogłowie,	 minimum	 2	 ce-





Tabela II. Wartości progowe detekcji badanych mozaiek metodą BACs-on-BEADsTM. xD – wykryta, ND – niewykryta
N trisomia 12,5% 25% 50% 75% 100%
4 T 13 ND ND D D D
3 T 18 ND ND D D D
5 T 21 ND/D D D D D
4 X0 ND D D D D
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Tabela III. Wyniki badania porównawczego uzyskane metodą BACs-on-BEADsTM. oraz metodą klasyczną.
 Badanie potwierdzające













Nieprawidłowy wynik testu AF 15,3 7,5 47,XX,+21 47,XX,+21 Karyotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 20,2 13,5 47,XY,+18 47,XY,+18 Karyotyp
Nieprawidłowy wynik testu 
Nieprawidłowy obraz USG AF 14/15 27 45,X 45,X Karyotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 18,2 8 47,XY,+21 47,XY,+21 Karyotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 17,1 18,5 47,XX,+21 47,XX,+21 Karyotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 16,1 20,5 47,XX,+21 47,XX,+21 Karyotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 16 34 47,XX,+21 47,XX,+21 Karyotyp
Wiek ciężarnej >40lat AF 16,2 28,5 47,XX,+21 47,XX,+21 Karyotyp
Nieprawidłowy obraz USG Krew 22 36 47,XX,+18 47,XX,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 16,6 91,5 47,XX,+13 47,XX,+13 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 18,2 23 Nieudana 69,XXY Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 17 13 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu 
Nieprawidłowy obraz USG CVS 14 200,5 45,X 45,X Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu 
Nieprawidłowy obraz USG AF 15,5 44 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 15,3 9,5 Nieudana 47,XX,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu
Wiek ciężarnej >40lat CVS 14,4 17,5 47,XY,+18 47,XY,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG Krew 25 119 47,XX,+13 47,XX,+13 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu 
Nieprawidłowy obraz USG AF 16,1 14 Nieudana 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 16,1 10 Nieudana 47,XX,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 17,1 30 47,XX,+13 47,XX,+13 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 15,5 33,5 47,XX,+18 47,XX,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG CSV 12 72 47,XX,+18 47,XX,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 14,1 32 45,X 45,X Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 15,5 36 47,XX,+21 47,XX,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG AF 15,1 14,5 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu AF 15,3 15,5 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu
Wiek ciężarnej >40lat AF 16,2 30,5 47,XY,+21 47,XY,+21 Kariotyp
Nieprawidłowy wynik testu 
Nieprawidłowy obraz USG AF 13,3 7 47,XX,+18 47,XX,+18 Kariotyp
Nieprawidłowy obraz USG Krew 25 220,5 WHS WHS FISH
10 prawidłowych kariotypów żeńskich 46,XX 46,XX Kariotyp
15 prawidłowych kariotypów męskich 46,XY 46,XY Kariotyp
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Dotychczas	opublikowano	nieliczne	badania	USG	u	płodów	


























Wstępne	 wyniki	 naszych	 badań	 wskazują,	 że	 technika	1.	
BoBs	okazała	się	wysoce	przydatną	w	diagnostyce	pre-




większym	 spektrum	 diagnostycznym,	 oraz	 możliwość	
wykorzystania	do	innych	celów.
Piśmiennictwo
  1. Weise A, Liehr T. Rapid Prenatal Aneuploidy Screening by Fluorescence In Situ Hybridization 
(FISH). Methods Mol Biol. 2008, 444, 39-47.
  2. Zimmermann B, Dudarewicz L. Real-Time Quantitative PCR for the Detection of Fetal 
Aneuploidies. Methods Mol Biol. 2008, 444, 95-109.
  3. Rosello M, Ferrer-Bolufer I, Monfort S, [et al.]. Prenatal study of common submicroscopic 
“genomic disorders” using MLPA with subtelomering/microdeletion syndrome probe mixes, 
among gestations with ultrasound abnormalities in the first trimester. Eur J Med Genet. 2010, 
53, 76-79.
  4. Hochstenbach R, Moijer J, van den Brug J, [et al.]. Rapid detection of chromosomal aneuploidies 
in uncultured amniocytes by multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). Prenat 
Diagnos. 2010, 25,1032-1039.
  5. Shaeffer A, Chung J, Heretis K, [et al.]. Comparative genomic hybridization - array analysis 
enchances the detection of aneuploidies and submicroscopic inbalancesin spontaneous 
miscarriages. Am J Hum Genet. 2004, 74, 1168-1174. 
  6. Kaluzewski B, Constantinou M, Zajac E. Molecular cytogenetic techniques in detecting subtle 
chromosomal imbalances. J Appl Genet. 2003, 44, 539-546.
  7. Fuchs K, Peipert J. First trimester down syndrome screening: public health implications. Semin 
Perinatol. 2005, 29, 267-271.
  8. Nicolaides K. Screening for chromosomal defects. Ultrasound Obstet Gynecol. 2003, 21, 313-
321.
  9. Piotrowski K, Zajączek S. Prenatalna Diagnostyka Molekularna Chorób i Zespołów 
Genetycznych. W; Diagnostyka prenatalna z elementami perinatologii. Red. Wielgoś M. Via 
Medica, 2009, 17-30.
10. Piotrowski K, Constantinou M, Patalan J, [et al.]. Prenatal diagnosis of rare fetal anomalie – case 
report. Ginekol Pol. 2011. 82, 541-546.
11. Faas B, Nillesen W, Vermeer S, [et al.]. Detection of cryptic subtelomeric inbalances in fetuses 
with ultrasound abnormalities. Eur J Med Genet. 2008, 51, 511-519.
12. Vermeesch J, Fiegler H, de Leeuw N, [et al.]. Guidelines for molecular karyotyping in 
constitutionalgenetic diagnosis. Eur J Hum Genet. 2007, 15, 1105-1114.
13. ACOG committee Opinion No446: array comparative genomic hybridization in prenatal 
diagnosis. Obstet Gynecol. 2009, 114, 1161-1163.
14. Vilard F, Simoni G, Aboura A, [et al.]. Prenatal BACs-on-Beads: a new technology for rapid 
detection of aneuploidies and microdeletions in prenatal diagnosis. Prenat Diagn. 2011, 31, 
500-508.
15. Bocian Ewa. Diagnostyka cytogenetyczna chorób genetycznych. Kryteria i zasady procedury 
diagnostycznej systemu kontroli jakości badań. Diagn. Labor. 2001, 37,13-45.
16. Ogur G, Gül D, Ozen S, [et al.]. Application of the “Apt Test” in prenatal diagnosis to evaluate 
the fetal origin of blood obtained by cordocentesis results of 30 pregnancies. Prenat Diagn. 
1997,17, 879-882.
17. Hsu L, Perlis T. United States survey on chromosome mosaicism and pseudomosaicism in 
prenatal diagnosis. Prenat. Diagn. 1984, 4, 97-130.
18. Piotrowski K, Henkelman M, Ryłów M. Assesment of resolution of molecular mosaic aneuploidy 
detection in molecular karyotyping technique BACs-on-BEADSTM system. Doniesienie 
zjazdowe. Chromosomal Research. 2011, 19, 221.
19. Submicroscopic chromosomal abnormalities and the chromosomal phenotype w Oxford Desk 
Reference, Clinical Genetics; Edition by Helen V. Firth and Jane A. Hurst. Oxford University 
Press, 2005, 546-550.
20. Le Caignec C, Boceno M, Saugier-Veber P, [et al.]. Detection of genomic inbalanced by array 
based comparative genomic hybridisation in fetuses with multiple malformations. J Med Genet. 
2005, 42, 121-128.
21. Gilbert-Barness Enid. Congenital Malformation of the Heart in Potters Pathology of the Fetus, 
Infant and Child; Second Edition by Enid Gilbert-Barness. Mosby Elselvier, Philadelphia. 2007, 
978-1023.
22. Rekomendacje Polskiego Towarzystwa Genetycznego dotyczące postępowania w zakresie 
diagnostyki prenatalnej. Ginekol Pol. 2009, 80, 390-393.
